































































































































































株細胞 移植部位 移植細胞数 転移動物数 転移結節数
(×105) 範囲 平均
P29 i.v. 1.0 3/7 0-1 0.4
LM12-3 i.v. 1.0 7/7 19-92 47.9
H11 i.v. 1.0 7/7 467-744 516.2
P29 s.c. 2.0 0/8 0 0
LM12-3 s.c. 2.0 7/7 0-14 4.5
H11 s.c. 2.0 7/7 23-56 35.2
C57BL/6オス，6週齢マウスの尾静脈内 (i.v.) あるいは下腹部皮下 (s.c.) に各細胞を移





転移性 P29，中転移性 LM12-3および高転移性 H11株細胞におけるシンデカンファミリーの細




図 3 転移能の異なる株細胞におけるシンデカンファミリーの細胞表層発現および mRNAの発現量
A:低転移性 P29細胞，中転移性 LM12-3細胞，高転移性H11細胞の細胞表層シンデカンファミリーの発現












シンデカン-2 全長を強制発現させた細胞（H11-SN2 細胞）[17] のシンデカン-2 mRNA 発現
量をノーザンブロットにより解析した結果，親株の H11 細胞およびベクターのみを導入した
H111-Vec細胞と比較してシンデカン-2の発現量が有意に増加しており，シンデカン-2高発現
性で低転移性の P29細胞と同程度のシンデカン-2 mRNAの発現が観察された（図 4A）．なお，
























A:各細胞より抽出したポリ (A)+RNA（2 µg /レーン）を用いてノーザンブロット法によりシンデカン-2の
発現量を比較した．プローブにはシンデカン-2全コード領域を含む cDNAを用いた．B:各細胞から抽出し
た細胞膜型プロテオグリカン画分を，ヘパリチナーゼ I, IIおよびコンドロイチナーゼ ABCで消化し，得ら
れたタンパク芯を SDS-PAGEにより分離し，F69-3G10抗体を用いたウエスタンブロットにより細胞膜型プ
ロテオグリカンを検出した．C:各細胞抽出液から抗シンデカン-2抗体を用いて免疫沈降した画分を，ヘパ


















導入し，強制発現させた H11-SN2細胞（2 × 105 細胞）をそれぞれマウス尾静脈に移植し，16日後に屠殺し
て肺を摘出し，ブアン・ドゥボスク固定液中で固定した後撮影した．
表 2 シンデカン-2強制発現細胞の示す転移能
株細胞 移植部位 移植細胞数 転移動物数 転移結節数
(×105) 範囲 平均
P29 i.v. 2.0 6/8 0-9 2.9
H11 i.v. 2.0 8/8 661-1311 977.9
H11-Vec i.v. 2.0 8/8 235-1405 688.3
H11-SN2 i.v. 2.0 8/8 0-23 6.8
P29 s.c. 2.0 3/8 0-3 0.6
H11 s.c. 2.0 7/7 3-69 29.7
H11-Vec s.c. 2.0 7/7 4-79 32.1









































A: P29，H11H11-Vecおよび H11-SN2細胞をマウス皮下に移植して作成した一次腫瘍組織切片を抗 CD31抗
体で染色した（茶色）．核をヘマトキシリンで対比染色した（青色）．P29腫瘍組織内に形成された腫瘍血管
の内皮細胞 (end)は毛細血管 (cap)を形成し，H11腫瘍組織における腫瘍血管は類洞様構造 (sin)を形成した．
H11-Vec腫瘍内に形成された血管の構造は，H11腫瘍組織内のそれに酷似し，H11-SN2腫瘍組織内に形成さ
れた血管は P29腫瘍組織内の血管の構造に酷似していた．スケールは 100 µm． B:単位面積中に存在する血
管の総周長を画像解析で求め，血管形成能を測定した．高転移性 H11および H11-Vec腫瘍組織の方が低転






















つのフィブロネクチン II型ドメインの挿入がある．膜型MMP-1 (MT1-MMP)は C末端側に膜貫通ドメイン
と細胞質ドメインを持つ． B: MMP-2の細胞膜表面での活性化の機序は 1) MT1-MMPのヘモペキシン様ド
メインを介した二量体形成に引き続き，2) TIMP-2，潜在型MMP-2が結合し活性化複合体が形成される．3)







プロペプチドの Asn37-Leu38間が切断されて中間型MMP-2 (68 kDa)になり，その後，自己触媒
により活性型MMP-2 (62 kDa)となる（図 8B）．低転移性 P29細胞の CM中には 72 kDaの潜在
型MMP-2バンドが主要バンドとして検出されるのに対して，高転移性 H11細胞の CM中には
72 kDaの潜在型，68 kDaの中間型および 62 kDaの活性型MMP-2のバンドが検出された（図 9）．



















れば潜在型 MMP-2 は膜貫通型マトリックス・メタロプロテアーゼである MT1-MMP と tissue
inhibitor of metalloproteinase-2 (TIMP-2)複合体を受容体として細胞膜表面に結合し，TIMP-2と






P29 H11 H11-Vec H11-SN2
活性化（％）* 22.1 80.9 93.1 16.5
対 H11（％）** — 100 115 20
*活性化（％）は，Isnardらの方法 [44]に従って計算し，MMP-2活性化（％）=中間





























A:未処理 (P29)あるいは 0.1 U/mlのヘパリチナーゼ Iで消化 (P29+HSase)した P29細胞をヘパラン硫酸鎖
を特異的に認識する F58-10E4抗体で反応し，FITC-標識二次抗体で標識した後フローサイトメーターで蛍
光強度を測定した．非免疫 IgGを一次抗体として用いた結果を対照とした (non)．B:グリコサミノグリカン






















H11 H11-SN2 H11-SN2∆GAG P29+HSase P29
活性化（％） 68.2 34.8 65.8 55.3 39.3
対 H11（％）* 100 50 96






























control 10.6 10.8 −
LMW-HP 18.3 200< +
HP 80.0< 200< ++
LAC-HP 9.8 118.6 −
CSA 10.6 46.0 −




効果が観察された．しかし，移植 1時間前や 1時間後に LACヘパリンを投与しても転移抑制は
殆ど観察されなかった（図 12C）．このことから以後の実験は癌細胞移植 10分前に LACヘパリ
ンを投与した．また，LACヘパリンを皮下や腹腔内に投与しても尾静脈投与時と同様に，有意
な転移抑制効果が観察された（図 12D）．ヘパリン，低分子ヘパリン (LMW)あるいはヘパラン




図 12 H11株細胞の肺転移に対する LACヘパリンの影響
A: LACヘパリン (LAC-HP)あるいはコンドロイチン硫酸 A(CSA)を尾静脈投与後，1 × 106 個の H11細胞を
尾静脈移植した．対照実験 (Control)においてはグリコサミノグリカン試料の代わりに生理食塩水のみを投
与した．B: LACヘパリンを 0.5，1.0，2.0 mg／マウスの量で尾静脈に投与し，10分後に H11細胞を尾静脈
内に移植した．C: H11細胞の尾静脈移植前・後の異なった時間に LACヘパリンを尾静脈から投与した．D:
LACヘパリンを 1 mg／マウスの量で尾静脈 (i.v.)，腹腔内 (i.p.) あるいは皮下 (s.c.) に投与し，10分後 H11
細胞を尾静脈移植した．それぞれ移植 14日後にマウスを屠殺して開腹し，肺を摘出して全肺の湿重量を測




LAC ヘパリン (LAC-HP)，低分子ヘパリン (LMW-HP)，ヘパラン硫酸 (HS) あるいはコンドロイチン硫酸
A(CSA)を 1 mg／マウスで尾静脈投与し，10分後に 11細胞（1× 106 細胞／200 µl）を尾静脈に移植した．B:




した． *p < 0.001（対対照）C: LACヘパリン（■）およびヘパリン（●）（各々 1 mg／マウス），対照として
生理食塩水（▲）を尾静脈に注入し，10分後に H11細胞を尾静脈に移植した．生存率は Kaplan-Meierの方
法により解析し，log-rankテストで有意差を求めた．対照対 LACヘパリン (p < 0.05)，対照対ヘパリン (p <
0.01)である．















A:ヘパリチナーゼ I処理あるいは未処理の H11細胞を，ヘパラン硫酸特異的 F58-10E4抗体と，あるいは
B:非還元末端に不飽和グルクロン酸残基をもつヘパラン硫酸鎖に特異的な F68-3G10抗体と反応させ，洗
浄後 FITC-標識二次抗体と反応後，フローサイトメーターで蛍光強度を測定した．淡灰色線は未処理 (non)，
濃灰色線ははヘパリチナーゼ I消化した細胞 (HSase+)，黒色線はコントロールの非免疫 IgGを一次抗体に
用いた細胞 (control)の蛍光強度を示した．
図 15 培養下におけるH11細胞の増殖，接着，および浸潤性に及ぼす LACヘパリンの影響
A: LACヘパリン存在，非存在下で 1×105個の H11細胞を 35 mmプラスチック皿に播種し，10％FCS/DMEM
中で培養した．4日後に細胞数を計測した．なお，どの培養条件下でも 4日目に対数増殖期にあった．B:
マトリジェルを被覆した 24穴プレートに細胞懸濁液を加え 37℃で 1時間保温した．その後，PBSで洗浄
して非接着細胞を除き，接着した細胞数を計測した．数値は 4測点の平均 ±標準偏差で示した． **p <0.01
（対対照）C:ボイデンチャンバーを用いて浸潤能の解析をおこなった．数値は，3回測定した結果の平均 ±
標準偏差で示した．*p < 0.05（対対照）
れた (p <0.01)（図 15B）．また，マトリゲルを被覆したボイデンチャンバーを用いて計測した浸
潤性もヘパリンおよび LACヘパリンにより有意に抑制された (p <0.05)（図 15C）．
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2.4.6 H11細胞の肺での定着と保持における LACヘパリンの影響
lacZ遺伝子を導入した H11細胞である 4A1-1細胞を静脈へ移植し，1日後に肺切片を X-Gal
染色して顕微鏡下で観察した結果，肺へ定着した腫瘍細胞は青色の結節として同定された．生
理食塩水のみを投与した対照マウスの肺においては X-Gal陽性の微小転移結節が多数観察され
た（図 16Aおよび D）．一方，LACヘパリン投与マウスの肺に形成された X-Gal陽性の微小転
移結節数は対照マウスの肺における転移結節と比較して大きく減少しており，その減少は濃度








図 16 LacZ遺伝子導入 H11細胞の肺への定着と維持に対する LACヘパリンの影響
LACヘパリンを 1.0 mg／マウス (B)，コンドロイチン硫酸 Aを 1.0 mg／マウス (C)，および対照として生理
食塩水 (A)を尾静脈に投与し，10分後に LacZ 遺伝子導入 H11株細胞，4A1-1細胞を尾静脈に移植した．1
日後に屠殺し，肺を摘出して X-Galで染色した．染色された微小結節を実体顕微鏡下で観察し，転移結節数
を計測した．生理食塩水 (A)，LACヘパリン (B)，およびコンドロイチン硫酸 A (C)をそれぞれ投与したマウ
スの肺に定着した細胞を示した．また，肺に定着した X-Gal陽性結節数は LACヘパリン濃度依存性（0.5，








を示し，腫瘍固有間質を形成しているのが観察された（図 17A, B, C）．それとは対照的に，H11
腫瘍においては腫瘍と筋肉組織とは明確に分離しており，腫瘍の周縁組織への浸潤は全く見ら
れなかった（図 17D, E, F）．シンデカン-2を強制発現した H11-SN2細胞の皮下移植で作成した
図 17 一次腫瘍組織における P29細胞およびシンデカン-2強制発現細胞の示す浸潤性
P29細胞 (A，B，C)，H11細胞 (D，E，F)および H11-SN2細胞 (G，H，I)をそれぞれマウスの皮下に移植
し，4週間後に屠殺し，一次腫瘍組織を摘出した．境界部分の切片を作成し，ヘマトキシリン／エオシンで
染色した．Bと C，Eと F，Hと Iはそれぞれ A，D，Gの強拡大の写真を示した．スケールは 50 µm．
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一次腫瘍においても P29腫瘍と同様に筋繊維束間への強い浸潤が観察された（図 17G, H, I）．
2.5.2 浸潤能の異なる株細胞培養下におけるフィブロネクチンに対する走化性と接触移動
フィブロネクチンに対する走化性および接触移動性は，ともに生体内での浸潤能の強さを反










DMEM中に 3 × 105 個の P29，H11，H11-Vecおよび H11-SN2細胞を懸濁し，それぞれフィブロネクチン
を被覆した 24 穴プレートに播種し，1 時間放置後に細胞層を直線状に剥離した後，7 時間培養を継続し
た (A)．細胞移動における MMP の関与を検討するため，移動速度の速い P29 細胞培養系に MMP 阻害剤
























検討した結果，57 kDaのカゼイン分解バンドが検出された (A)．このバンドは EDTA存在下では検出されな
かった (B)．P29および H11腫瘍由来の CMを用いたカゼインザイモグラフィ－においても，培養系と一致
した位置に分解バンドが検出され (C)，このバンドは EDTA存在下で検出されなかった (D)．また，P29細
胞，H11細胞，H11-Vec細胞および H11-SN2細胞由来の CMを，MMP-3抗体を用いたウェスタンブロット
でMMP-3タンパク質の発現を比較した (E)．また，P29細胞，H11細胞，H11-Vec細胞および H11-SN2細









た 57 kDaの活性バンドは MMP-3抗体と反応性を示し（図 20E），MMP-3と同定された．最後
にこの MMP-3 mRNA発現をノーザンブロット法で解析した．ザイモグラフィーの結果からも
予測されるように，低転移性細胞に共通してMMP-3 mRNA発現が観察され，高転移性 H11お






























































いる [57]．即ち，MT1-MMPが潜在型 MMP-2プロペプチドの Asn37と Leu38との間を加水分
解し，それによって生じた中間型MMP-2は自己触媒的に Asn80と Tyr81の間が加水分解され活
































































































































は明らかである．また，MMP-3は IL-1や TNF-αなどのサイトカインや EGF，PDGF，bFGFな
どの増殖因子によってその発現が制御されることが知られている [66]．我々はこれまでに P29，
H11および H11-SN2細胞の CMを用いた繊維芽細胞の増殖解析や増殖因子の各種中和抗体を
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The Role of Syndecan-2 and Heparan Sulfate in Metastasis and
Invasion of Mouse Lewis Lung Carcinoma Cells
Yasuo YOSHITOMI
Abstract
Syndecans, a family of transmembrane heparan sulfate proteoglycans that are implicated in the signal
transduction of a variety of growth factors via their heparan sulfate side chains, participate in cell adhesion
by acting as extracellular matrix (ECM) receptors.
We have previously demonstrated that the in vitro selection of diﬀerent metastatic clones from Lewis
lung carcinoma cells resulted in the selection of clones exhibiting distinctly diﬀerent ECM-dependent
tumorigeneses. The low-metastatic P29 clone with stroma-inducing capacity shows tumorigenesis de-
pendent on the fibronectin-rich interstitial-type matrix formed by the induced stromal cells, whereas the
highly metastatic LM66-H11 clone, lacking such a capacity, shows tumorigenesis dependent on the base-
ment membranes formed by tumor cells themselves. These diﬀerences are reflected in the actin cytoskele-
tal organization of cells which adhere to the fibronectin substratum in vitro. P29 cells form actin stress
fibers, whereas LM66-H11 cells form cortex actin. We have shown that these diﬀerences depend on the
expression level of syndecan-2.
In this study, we observed an inverse correlation between the metastatic potential and expression
level of syndecan-2 in Lewis lung carcinoma cells. In order to clarify the causal relationships underly-
ing this correlation, we investigated (1) whether signaling via syndecan-2 would participate in metastasis
of the tumor cells, and (2) whether tumor-cell adhesion to endthelial basement membrane via its hep-
aran sulfate would correlate with metastasis. The following results were obtained. (1) Overexpression
of syndecan-2 in high-metastatic H11 cells with a low level of syndecan-2-expression (H11-SN2 cells)
caused a significant suppression of tumor metastasis. Analyses of matrix metalloproteinases (MMPs),
which are known to be involved directly in metastasis, showed that Lewis lung carcinoma-derived clones
expressed only MMP-2 as a major species among those of the MMP family at a similar level regardless of
their metastatic potential. However, it was observed that MMP-2 was activated only in highly metastatic
H11 cells, but not in low-metastatic P29 cells. Interestingly, this activation was suppressed by an over-
expression of syndecan-2 in H11 cells, suggesting that syndecan-2 exerts a regulatory function in the
activation of MMP-2. Moreover, we found that the suppression of MMP-2 activation by syndecan-2 may
be mediated by its heparan sulfate chains. In addition to their role in regulating the enzyme, syndecan-2-
overexpressing H11-SN2 cells exhibited stromal induction and increased the formation of capillary blood
vessels in its primary tumor, strongly suggesting that the tumor architectures associated with the expres-
sion levels of syndecan-2 are involved in the regulation of metastatic potential. (2) Heparin and chemically
modified heparin with reduced anticoagulant activity strongly suppressed experimental lung metastases
of various tumor cells, suggesting that the suppression of tumor metastases by heparinoids was not due to
their anticoagulant activity, but rather to their competition with cell-surface heparan sulfate in tumor-cell
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adhesion and invasion to basement membrane.
Although there was a significant diﬀerence in metastatic potential between P29 and H11 cells, the
survival time of mice injected with these tumor cells was similar. Thus, we next examined the reasons
for this, and found that both P29 and H11-SN2 cells with low-metastatic potential exhibited strong inva-
siveness into peripheral connective tissues. In association with this phenotype, P29 and H11-SN2 cells
expressed MMP-3, the expression of which positively correlated with the expression levels of syndecan-
2. Although this finding did not provide direct evidence to confirm whether MMP-3 is involved in the
invasion, it strongly suggests that the invasiveness of low-metastatic cells into the surrounding connective
tissues might be attributed to the dissolution of ECM by MMP-3.
In this study, we demonstrated that a metastatic potential is not necessarily associated with an invasive
capacity. Based on this observation, we propose here that, at least in the metastatic models of mouse Lewis
lung carcinoma, the invasive activity of the tumor cells appears to be attributable to a potential independent
of their metastasis, and that these individual processes might be mediated by diﬀerent MMPs. We also
propose that the activities of these MMPs are regulated by syndecan-2.
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